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略語表 
11βHSD: 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase（11β ヒドロキシ脱水素酵素） 
11βHSD1: 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
ARE: Androgen response element（アンドロゲン応答配列） 
DEX: Dexamethasone（デキサメサゾン） 
DFS: Disease-free survival（無病生存率） 
DHT: Dihydrotestosterone（ジヒドロテストステロン） 
ER: Estrogen receptor（エストロゲン受容体） 
FBS: Fetal bovine serum（ウシ胎児血清） 
GC: Glucocorticoid（グルココルチコイド） 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
GRE: Glucocorticoid response element（グルココルチコイド応答配列） 
HER2: Human epidermal growth factor receptor 2（ヒト上皮増殖因子受容体 2 型） 
IL-8: Interleukin-8 
LI: Labeling index 
NFκBRE: NFκB response element（NFκB 応答配列） 
OS: Overall survival（全生存率） 
PgR: Progesterone receptor（プロゲステロン受容体） 
P-TEFb: Poitive transcription elongation factor b  
qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction（定量的リアルタイム PCR） 
RPL13A: Ribosomal protein L 13a 
SGK1: Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1  
TNBC: Triple-negative breast cancer（トリプルネガティブ乳癌） 
  
1
1. 要約 
トリプルネガティブ乳癌 (TNBC; Triple-negative breast cancer) は最も予後不良なサ
ブタイプの乳癌であるが、現時点で推奨される全身療法は化学療法のみであり、治療
標的となりうるバイオマーカーの同定が求められている。近年、TNBC におけるグル
ココルチコイド受容体  (GR; Glucocorticoid receptor) やアンドロゲン受容体 (AR; 
Androgen receptor) の重要性が着目されているが、いずれも未解明の点が多い。そこ
で本研究では、TNBC における GR の発現意義やグルココルチコイド  (GC; 
Glucocorticoid) が細胞動態に与える影響、及び GR と AR の相互作用を解明すること
を目的とした。 
まず TNBC 組織を用いて、GR, AR ならびに GC 代謝酵素である 11β ヒドロキシ脱
水素酵素タイプ 1 (11βHSD1; 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1) 及び 11β ヒドロ
キシ脱水素酵素タイプ 2 (11βHSD2; 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2) の発現動
態と臨床病理学的因子との関係を免疫組織化学的に検討した。その結果、TNBC 症例
において GR 陽性症例では陰性症例と比して臨床予後が有意に低下し、また AR 陽性
症例では陰性症例と比して組織学的グレード及びKi-67 labeling index (LI) の平均値が
有意に低かった。さらに GR 陽性 TNBC 症例では、AR の発現は再発リスクを有意に
低下させた。 
続いて上記の臨床検体で得られた結果の背景をさらに探求するため、乳癌細胞株を
用いて、デキサメサゾン (DEX; Dexamethasone) 及びジヒドロテストステロン (DHT; 
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Dihydrotestosterone) が細胞増殖能や遊走能、GC 応答遺伝子の mRNA 発現に与える影
響を検討した。その結果、GR/AR 共陽性 TNBC 細胞株である AR 導入 HCC38 におい
て、DEX により有意に促進した細胞遊走能は DHT により抑制された。また DEX に
より有意に増加した Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1 (SGK1) の mRNA 発現
も DHT により抑制された。  
以上より、TNBC において GC が細胞遊走能を促進させることで、GR の発現が予
後の低下と関係することを初めて示すことができた。さらにこの GC による予後の低
下は、アンドロゲンを投与することで改善する可能性も示唆され、今後の臨床的な検
討が期待される。  
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2. 研究背景 
本邦において、乳癌の罹患数は女性の癌罹患数全体の 22.1% (2016 年) 1)と女性 
の癌の中で最も頻度が高く、その罹患率は増加の一途をたどっている 2)。年齢階級別
罹患率は 30 歳代から上昇し始め、40 歳代後半では 239.7（人口 10 万対） 3)と他の癌
と比べ若年者での罹患が多いことが特徴である。 
乳癌診療においては、2000 年に Perou CM らが乳癌の遺伝子発現プロファイリング
に基づく intrinsic subtype 分類を提唱し、薬物療法選択の指標として注目されてきた 4, 
5)。しかし遺伝子発現プロファイリングを乳癌症例全例に行うことは現実的ではない
ことから、免疫組織化学法を主体としたエストロゲン受容体 (ER; Estrogen receptor)、 
プロゲステロン受容体 (PgR; Progesterone receptor)、ヒト上皮増殖因子受容体 2 型 
(HER2; Human epidermal growth factor receptor 2)、Ki-67 の発現状況に基づくサブタイ
プ分類が intrinsic subtype の代用として臨床で広く用いられている 6-9)。このサブタイ
プ分類において、免疫組織化学的に ER, PgR, HER2 いずれも陰性の乳癌をトリプルネ
ガティブ乳癌 (TNBC; Triple-negative breast cancer) と呼び、浸潤性乳癌の 10-20%程を
占める 10)最も予後不良な 11, 12)タイプの乳癌である。乳癌の治療では手術の他に必要に
応じて薬物療法（内分泌療法、抗 HER2 療法、化学療法）が施行されるが、TNBC 患
者では内分泌療法や抗 HER2 療法に対する感受性がないことから、現時点では化学療
法のみが推奨されている。しかし化学療法は重篤な副作用を引き起こしうるため患者
の負担は大きく、また薬剤耐性の獲得により十分な効果が得られなくなる TNBC 症例
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も少なくない。よって、現在 TNBC において治療標的となりうるバイオマーカーの探
求が求められている。 
近年、TNBC における治療標的候補として、ER や PgR 以外のステロイドホルモン
受容体が注目されている。特にアンドロゲン受容体 (AR; Androgen receptor) に関する
研究は広く行われており 13-17)、最新のメタ解析では、TNBC において AR 陽性症例で
は陰性症例に比して再発リスクが有意に低下することが報告されている 15)。その一方
で、AR 陽性症例では陰性症例に比して無病生存率や全生存率が有意に低下するとい
う報告 18)もなされており、TNBC におけるアンドロゲン作用に関する見解はいまだ一
致していない。その要因として、付加的な転写因子がAR作用を決定している可能性、
例えば他のステロイドホルモン受容体と AR の相互作用の存在が示唆される。そのひ
とつとして、比較的多くの TNBC 症例で発現しており 10, 19-23)、また他臓器で AR との
相互作用が報告されている 24, 25)グルココルチコイド受容体 (GR; Glucocorticoid 
receptor)が挙げられる。グルココルチコイド (GC; Glucocorticoid) は、GR と結合する
ことで炎症や免疫反応だけでなく細胞増殖やアポトーシスにも関わる 26)副腎皮質ホ
ルモンである。その細胞内濃度は 11β ヒドロキシ脱水素酵素 (11βHSD; 
11beta-hydroxysteroid dehydrogenase) により調整され、11βHSD type 1 (11βHSD1) は主
に不活性型 GC（コルチゾン）を活性型 GC（コルチゾール）へ変換し、11βHSD type 2 
(11βHSD2) はその逆の反応に作用することが知られている（図 1）27)。すなわち局所
での 11βHSD1 及び 11βHSD2 の発現動態により GC の濃度は調整されている。TNBC
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を含む ER 陰性乳癌では、癌細胞における GR の発現は予後の低下と関係することが
報告されている 20, 22, 23, 28)。また細胞生存や上皮間葉転換、細胞接着等の癌に関連する
経路を調整している GC 応答遺伝子が多数同定されており 22, 23, 28-30)、これらの中でも
特に Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1 (SGK1) に関する研究は多く行われて
いる 29-31)。さらに、in vitro や in vivo の実験により、TNBC においてデキサメサゾン 
(DEX; Dexamethasone) によるGRの活性化は癌細胞のアポトーシスの抑制や増殖能の
促進等により化学療法耐性を引き起こすことも報告されている 30-33)。しかし、GC 自
体が細胞動態、特に乳癌の進行に深く関わる癌細胞の増殖能や遊走能に及ぼす影響に
関しては明らかにされていない。増殖能や遊走能は、多くの研究で探究されている新
規治療法を開発するうえで有用な因子でもあり 34-36)、TNBC において GC がこれらに
及ぼす影響を解明することは重要と考えられる。 
GR と AR の相互作用に関しては、腎臓では GR と AR の相互作用により AR の転写
が抑制されるという報告 24)、前立腺癌では AR の発現により GR の発現が抑制される
という報告 25)がある。GR 及び AR は、通常ホモ二量体を形成して標的遺伝子プロモ
ーター内に存在する各々のホルモン応答配列 (GRE; glucocorticoid response element, 
ARE; androgen response element) へ特異的に結合し転写を調整することはよく知られ
ているが、GREとAREは共通のDNA配列 (5’-AGAACA-3’) を有していることから、
GR と AR がヘテロダイマーを形成することで互いの作用を抑制するとも考えられて
いる 37)。しかし、TNBC における GR と AR の相互作用及びそれが細胞増殖能や遊走
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能に及ぼす影響に関してはいまだ明らかにされていない。  
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3. 研究目的 
本研究では、TNBC における GR の発現意義及び GC が細胞動態に及ぼす影響や、
GR と AR の相互作用を明らかにすることを目的として、下記の検討を行った。 
1．ヒト TNBC 組織を用いた GR, AR, 11βHSD1 及び 11βHSD2 の発現動態の免疫組織
化学的検討、ならびに各因子及び GR と AR の相互作用が臨床病理学的因子や予後
に及ぼす影響の検討 
2．ヒト TNBC 細胞株らを用いた DEX 及びジヒドロテストステロン  (DHT; 
Dihydrotestosterone) が細胞増殖能や遊走能に及ぼす影響、及び GC 応答遺伝子の
発現に及ぼす影響の検討  
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4. 研究方法 
4.1. ヒト乳癌組織を用いた実験 
4.1.1. 乳癌症例 
東北大学病院（n=34, 1998-2010 年）、相良病院（n=52, 2007-2010 年）、JCHO 久留米
総合病院（n=45, 2005-2010 年）で外科的切除されたトリプルネガティブタイプの原発
性浸潤性乳管癌患者計131例の10%ホルマリン固定パラフィン包埋組織を免疫組織化
学法に用いた。Stage IV 及び術前療法を施行された症例は除外した。用いた症例の臨
床病理学的特徴は表 1 の通りである。なお本研究は、東北大学医学部医学系研究科倫
理委員会 (2018-1-191)、相良病院倫理委員会 (15-2)、JCHO 久留米総合病院倫理委員
会 (148) の承認を得て実施した。 
 
4.1.2. 免疫組織化学 
Histofine SAB-PO kit（ニチレイバイオサイエンス、東京）を用い、ストレプトアビ
ジンビオチン法にて免疫組織化学を施行した。切片を脱パラフィン処理した後、クエ
ン酸バッファー（pH 6.0）を用いてオートクレーブ（121℃, 5 分）にて抗原賦活化処
理を行った。その後、室温で 30 分間ブロッキングを行い、各濃度に希釈した一次抗
体と 4°C で一晩反応させた。続いて、0.3%過酸化水素加メタノール溶液と室温で 30
分間反応させてペルオキシダーゼ活性を阻害した後、二次抗体及び酵素試薬と各々室
温で 30 分間反応させてペルオキシダーゼ標識を行った。なお各反応間で 0.01 M リン
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酸緩衝生理食塩水により洗浄を行った。最後に、3, 3’-diaminobenzidine 溶液にて可視
化処理を行い、ヘマトキシリン溶液で対比染色を行った。なお 11βHSD2 の染色では
抗原賦活化処理は行わなかった。本研究で用いた一次抗体の詳細は表 2 に示した。 
GR 及び AR の評価は H-score38)を用い、核の染色強度（0: 陰性, 1: 弱陽性, 2:中等度
陽性, 3: 強陽性）と各染色強度の割合を掛け合わせて 0 から 300 点に数値化した。
11βHSD1 及び 11βHSD2 の評価は modified H-score を用い、細胞質の染色強度（0: 陰
性, 1: 弱陽性, 2:中等度陽性, 3: 強陽性）と 6 段階に分類した各染色強度の割合 (0.5: 
0-1%, 6.75: 1-12.5%, 18.75: 12.5-25%, 37.5: 25-50%, 62.5: 50-75%, 87.5: 75-100%) を掛け
合わせて 3 から 262.5 点に数値化した。いずれも全視野を評価し、過去に報告されて
いる核内タンパク及び細胞質タンパクの免疫組織化学の評価法 20, 39, 40)を参考に、10
点以上を陽性とした。Ki-67 はホットスポットの核内陽性像を、labeling index (LI)41, 42)
を用いて評価した。 
 
4.2. ヒト乳癌培養細胞を用いた実験 
4.2.1. 培養細胞 
 本研究では、表 3 に示す 4 種の TNBC 細胞株及び 1 種の HER2 陽性 ER 陰性細胞株
を用いた。 
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4.2.2. 細胞培養方法 
MDA-MB-231 及び MDA-MB-453 は、10%ウシ胎児血清 (FBS: Fetal bovine serum;  
Biosera, Boussens, France) 及び 1%ペニシリン /ストレプトマイシン  (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) を添加した Leibovitz’s L-15 Medium (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA) を用いて、CO2 非供給下 37°C インキュベーターで培養した。HCC38 は
10%FBS 及び 1%ペニシリン/ストレプトマイシンを添加した RPMI-1640 Medium 
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) を、MFM-223 は 10% FBS 及び 1%ペニシリン/スト
レプトマイシンを添加した Minimum Essential Medium (Life technologies) を用いて、
5% CO2供給下 37°C湿潤インキュベーターで培養した。SUM185PEは 5% FBS及び 1% 
ペニシリン/ストレプトマイシン、1 μg/ml ヒドロコルチゾン (MP Biomedicals, Santa 
Ana, CA, USA)、5 μg/ml インスリン (Sigma-Aldrich)、2 mM L-グルタミン (Life 
Technologies) を添加した Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma-Aldrich) を用いて、5% CO2
供給下 37°C 湿潤インキュベーターで培養した。  
 
4.2.3. アンドロゲン受容体導入細胞株の作製 
本研究では、AR を導入した HCC38 を作製した。pcDNA3.1 (-) ベクター (Invitrogen) 
に AR 遺伝子を挿入したプラスミドを作製し、DEX（和光純薬工業、大阪）及び DHT
（東京化成工業, 東京）を添加する 12 時間前に Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) とともに HCC38 に導入した。コントロール細胞には
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pcDNA3.1 (-) ベクターのみを導入した。なお本研究は遺伝子実験センターの承認を得
て実施した（2017 医組換-167）。 
 
4.2.4. 定量的リアルタイム PCR (qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain  
reaction) 
6-well プレートに播種した培養細胞に TRI reagent（コスモバイオ、東京）1 ml を添
加し、室温で5分間浸透させた後にピペッティングしてチューブに回収した。その後、
フェノールクロロホルム法及びエタノール沈殿法にて total RNA を抽出し、NanoDrop 
One (Thermo Fisher Scientific) を用いて濃度を測定した。 
続いて QuantiTect Reverse Transcriptional Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて逆転
写反応を行った。各サンプルから抽出した RNA 1 μg に gDNA Wipeout Buffer 2 μL を
加え、さらに総量が 14 μLになるよう RNase-free water を加えた。サーマルサイクラ
ー (Bioer Technology, Hongzhou, China) を用いて、42°C で 2 分間インキュベートし、
genomic DNA を除去した。4°C まで冷却した後、各サンプルの反応液に逆転写反応液 
(Quantiscript Reverse Transcriptase 1 μL, RT Buffer 4 μL, RT Primer Mix 1 μL) を加え、
42°C で 15 分間、95°C で 3 分間インキュベートし、complementary DNA (cDNA) を作
製した。 
定量的リアルタイム PCR は FastStart Essential DNA Green Master (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany) を用いて行った。各サンプルの cDNA1 μL に PCR 反応液 (Fast 
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Start Essential 10 μL, Primer Mix 1 μL, RNase-free Water 8 μL) を加え、LightCycler 96 
System (Roche Diagnostics) を用いて 95°C で 15 分間反応させた後、表 4 に示した各プ
ライマーを 95°C で 10 秒間、63°C で 10 秒間、72°C で 15 秒間（50 サイクル）反応さ
せた。Ribosomal protein L 13a (RPL13A) を内因性コントロールとして用い、各々3 サ
ンプルの定量値の平均値及び標準偏差を算出した。  
 
4.2.5. ウェスタンブロッティング 
60 mm ディッシュに播種した細胞に PBS を 1 ml 添加し、セルスクレイパーを用い
て細胞をチューブに回収した。4°C, 3000 rpm, 5 分間遠心後に上清を除去し、M-PER 
Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific) と Halt Protease Inhibitor 
Cocktail (Pierce Biotechnology, Rockfold, IL, USA) の混合液を加え、タンパクを抽出し
た。4°C, 13000 rpm, 10 分間遠心後に上清を回収し、Protein Assay Rapid Kit（和光純薬
工業）を用いて iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) にて
濃度を測定した。 
20 μg相当の各サンプルにSample Buffer Solution（和光純薬工業）と2-Mercaptoethanol
（和光純薬工業）の混合液を等量加え、熱処理（100°C, 5 分間）した後に SDS-PAGE
により分離した。泳動後に Immonoblin Transfer Membrane (Merck Millipore, Billerica, 
MA, USA) にタンパクを転写した。5%skim milkを用いて 1時間ブロッキングした後、
各濃度に希釈した一次抗体を加え 4°C で一晩反応させた。その後、ペルオキシダーゼ
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標識された二次抗体を加えて室温で 1 時間反応させ、さらに ECL-Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) を加え、ChemiDoc XRS+System (Bio-Rad 
Laboratories) を用いてバンドを検出した。なお各反応間に界面活性剤を含むトリス緩
衝生理食塩水で洗浄を行った。Anti-β-actin antibody (Proteintech, Rosemont, IL, USA) を
内因性コントロールとして用いた。本研究で用いた一次抗体の詳細は表 2 に示した。 
 
4.2.6. 細胞増殖実験 
細胞増殖実験には、WST-8 [2-(2-methoxy-4- nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5- 
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt] assay（Cell Counting Kit-8; 同仁化学
研究所、熊本）を用いた。 
培養細胞を 10%チャコール処理済み FBS 及び 1%ペニシリン/ストレプトマイシン
を添加したフェノールレッド非含有培地で 48 時間培養した後に、96-well プレートに
播種した。その 24 時間後に DEX または DHT を添加し、さらに 72 時間後に Cell 
Counting Kit-8 を添加し、iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories) にて 450 nm に
おける吸光度を測定して生細胞数を評価した。各々6 サンプルの平均値及び標準偏差
を算出した。  
 
4.2.7. 細胞遊走実験 
細胞遊走実験には wound healing assay を用いた。 
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MDA-MB-231 及び HCC38 は、1%チャコール処理済み FBS 及び 1%ペニシリン/ス
トレプトマイシンを添加したフェノールレッド非含有培地とともに 6-well プレート
に 5×105 /ml の割合で播種した。MDA-MB-453 は、10%チャコール処理済み FBS 及び
1%ペニシリン/ストレプトマイシンを添加したフェノールレッド非含有培地とともに
6-well プレートに 2×106 /ml の割合で播種した。72 時間後に各培養細胞を DEX 及び 
DHT とともに、24-well プレートにおいたインサート (Culture-Insert; Ibidi, GmbH, 
Munich, Germany) の中に 5×105 /ml または 2×106 /ml の割合で播種した。48 時間後に
インサートを除去し、20時間後に間隙の長さの変化率を 9ヶ所（全体を 3視野にわけ、
各々3 ヶ所）で測定して、平均値及び標準偏差を算出した（図 2）。 
 
4.2.8. グルココルチコイド応答遺伝子の mRNA 発現 
 代表的な GR 依存性のアップレギュレーション遺伝子 22, 28-30, 43, 44)である SGK1 
(Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1) 及び GR のダウンレギュレーション遺伝子 44)
である IL-8 (Interleukin-8) の mRNA 発現を評価した。 
培養細胞を 10%チャコール処理済み FBS 及び 1%ペニシリン/ストレプトマイシン
を添加したフェノールレッド非含有培地で 48 時間培養した後に、6-well プレートに
播種した。その 24 時間後に DEX 及び DHT を添加し、さらに 24 時間後に cDNA を抽
出した。各々3 サンプルの定量値の平均値及び標準偏差を算出した。  
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4.3. 統計解析 
統計解析には JMP Pro 14.0.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いた。ヒト乳癌組織
を用いた実験においては、各発現動態と臨床病理学的因子との関係はステューデント
の t検定または χ2検定により解析した。生存時間はKaplan-Meier法により解析を行い、
ログランク検定により評価した。ヒト乳癌培養細胞を用いた実験では、Dunnett の検
定により解析した。本研究では、 p < 0.05 の場合に有意差があるものと判断した。 
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5. 研究結果 
5.1. TNBC 組織における GR 及び AR の発現意義 
5.1.1. TNBC 組織における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の発現動態と臨床病理学的 
因子との関係 
 ヒト TNBC 組織を用いて、GR, AR, 11βHSD1 及び 11βHSD2 の免疫組織化学を行っ
た。陽性コントロールとして、GR 及び 11βHSD2 は腎臓、AR は前立腺癌、11βHSD1
は肝臓を用いた。乳癌細胞では GR 及び AR は核に、11βHSD1 及び 11βHSD2 は細胞
質に優位に陽性像が認められた（図 3）。     
GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の陽性率は、各々60.3% (79/131), 36.6% (48/131), 89.3% 
(117/131), 47.3% (62/131)であった（表 5）。 
次に、癌細胞における各々の因子の発現動態と臨床病理学的因子（年齢、腫瘍径、
リンパ節転移、病理病期、組織学的グレード、リンパ管侵襲、Ki-67 LI）との関係（表
6, 表 7）、及び無病生存率または全生存率との関係（図 4）を検討した。AR 陽性症
例では陰性症例と比して、年齢が有意に高く (p = 0.003)、また組織学的グレード (p < 
0.0001) 及び Ki-67 LI の平均値 (p = 0.002) が有意に低かった。11βHSD2 陽性症例でも
陰性症例と比して、組織学的グレード (p = 0.02) 及び Ki-67 LI の平均値 (p = 0.02)が
有意に低かった。しかし、生存期間分析ではこれらの発現動態との間に有意な差は認
められなかった。一方、GR の発現動態は、いずれの臨床病理学的因子とも有意な関
係は示さなかったが、GR 陽性症例では陰性症例と比して、無病生存率 (p = 0.04) 及
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び全生存率 (p = 0.03) が有意に低下していた。なお、11βHSD1 の発現動態はいずれの
臨床病理学的因子とも有意な関係は示さず、また生存期間分析でも有意な差は認めら
れなかった。 
 
5.1.2. GR 陽性または GR 陰性 TNBC 組織における AR の発現動態と臨床病理学的 
因子との関係 
本検討では、免疫組織化学的に GR の発現と AR の発現の間には有意な正の関係 (p 
= 0.008) を認めた（表 6）。また Spearman の相関係数は 0.2732 であった。そこで、
TNBC における GR と AR の相互作用をさらに追究するために、検索した TNBC 症例
を GR 陽性症例と GR 陰性症例にわけ、各々AR の発現動態と臨床病理学的因子及び
無病生存率との関係を検討した。その結果、GR 陽性 TNBC 症例において、AR 陽性
症例では陰性症例と比して組織学的グレード (p = 0.0006) 及び Ki-67 LI の平均値 
(p = 0.0001) が有意に低下し、無病生存率 (p = 0.04) は有意に上昇した（図 5）。一方、
GR 陰性 TNBC 症例においては、AR 陽性症例では陰性症例と比して組織学的グレー
ドは有意に低下したが (p ＝ 0.007)、Ki-67 LI の平均値及び無病生存率との間に有意
な関係は認められなかった（図 6）。 
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5.1.3. AR 陽性または AR 陰性 TNBC 組織における GR の発現動態と臨床病理学的 
因子との関係 
続いて、検索した TNBC 症例を AR 陽性症例と AR 陰性症例にわけ、各々GR の発
現動態と臨床病理学的因子及び無病生存率との関係を検討した。その結果、AR 陽性
TNBC 症例において、GR の発現と組織学的グレード 、Ki-67 LI の平均値、無病生存
率との間にはいずれも有意な関係は認められなかった（図 7）。一方、AR 陰性 TNBC
症例においては、GR 陽性症例では陰性症例と比して無病生存率は有意に低下したが 
(p ＝ 0.01)、組織学的グレード及び Ki-67 LI の平均値との間に有意な関係は認められ
なかった（図 8）。 
 
5.1.4. ヒト乳癌組織を用いた実験結果の概要 
ヒト乳癌組織を用いた実験結果の概要を表 8 に示す。特記すべき点としては、予後
不良であった GR 陽性 TNBC において、AR が発現することで予後の改善を認めたこ
とである。 
 
5.2. 乳癌細胞株における DEX 及び DHT の生物学的作用 
5.2.1. 乳癌細胞株における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の発現 
上記の免疫組織化学で得られた結果の機序をさらに探究するため、続いて乳癌細胞
株を用いて実験を行った。まず、実験に適した細胞株を選定するために、5 種の乳癌
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細胞株におけるGR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2のmRNA及びタンパクの発現を qRT-PCR
及びウェスタンブロッティングにより検討した（図 9-A, B）。MDA-MB-231及びHCC38
では、GR の発現は mRNA, タンパクともに高度であったが、AR の発現はほとんど認
めなかった。SUM185PE 及び MFM-223 は GR の発現は軽度だが、AR の発現は中等度
であった。一方、MDA-MB-453 では GR, AR ともに高度に発現していた。11βHSD1
は、陽性コントロールとして用いたNCI-H295Rでは高度なタンパク発現を認めたが、
乳癌細胞株ではいずれも発現を認めなかった。11βHSD2 は SUM185PE でのみ高度に
発現していた。 
 これらの発現パターンより、GR が高度に発現している MDA-MB-231 及び HCC38
を用いて以降の実験を施行することとした。また、GR/AR 共陽性 TNBC 細胞株とし
て AR 導入 HCC38 を作製した（図 9-C）。さらに、GR と AR の相互作用をより詳しく
調べるにあたり適した TNBC 細胞株が他になかったため、HER2 陽性 ER 陰性細胞株
（図 9-D）ではあるが GR/AR 共陽性を示した MDA-MB-453 も用いることとした。 
 
5.2.2. 乳癌細胞株における DEX 及び DHT が細胞増殖能に及ぼす影響  
DEX が細胞増殖能に及ぼす影響を、WST8 assay を用いて検討した。MDA-MB-231
において、10 nM の DEX 添加時にコントロールと比して有意な細胞増殖能の促進を
認めた (p = 0.003; 図 10-A)。ただし有意な変化は得られたもののその増加率は 15%と
わずかであり、機能的な意義は不明であった。一方、HCC38 では有意な変化は認め
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られなかった（図 10-C）。 また MDA-MB-453 では、1 nM 及び 10 nM の DEX 添加時
にコントロールと比して有意な細胞増殖能の促進を認めたが (1 nM: p = 0.03, 10 nM: 
p = 0.04; 図 10-D)、その増加率はいずれも 10%とわずかであった。 
続いて、DEX 投与時に変化を認めた MDA-MB-231 及び MDA-MB-453 を用いて、
DHT 投与時の細胞増殖能の変化を検討した。MDA-MB-231 では有意な変化は認めら
れなかった（図 10-B）。一方、MDA-MB-453 では 1 nM 及び 10 nM の DHT 添加時に
コントロールと比して有意な細胞増殖能の促進を認めたが (1 nM: p = 0.006, 10 nM; p 
= 0.006; 図 10-E)、その増加率はいずれも 13%とわずかであった。 
 
5.2.3.乳癌細胞株における DEX 及び DEX/DHT が細胞遊走能に及ぼす影響 
DEX 及び DEX/DHT が細胞遊走能に及ぼす影響を、wound healing assay を用いて検
討した。MDA-MB-231 において、DEX 単独投与時に濃度依存性に有意な細胞遊走能
の促進を認めたが (100 pM; p = 0.02, 10 nM; p = 0.001; 図 11-A)、DEX/DHT 共投与時
はコントロールと比して有意な変化は認められなかった（図 11-B）。AR 導入 HCC38
では、DEX 単独投与時に濃度依存性に有意な細胞遊走能の促進を認め (100 pM; p = 
0.02, 10 nM; p = 0.001; 図 11-C)、その促進は DHT により抑制された（図 11-D）。
MDA-MB-453 でも、DEX 単独投与時に濃度依存性に有意な細胞遊走能の促進を認め
たが (10 nM: p = 0.01; 図 11-E)、DHT はその促進に影響を与えなかった（図 11-F）。 
なお DHT 単独では、いずれの細胞株においてもその細胞遊走能に影響は見られな
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かった（1nM, 10nM; 32 時間）。 
 
5.2.4. 乳癌細胞株における DEX 及び DEX/DHT が GC 応答遺伝子の mRNA 発現に 
及ぼす影響 
TNBC における GR と AR の相互作用をさらに検討するため、DEX 単独投与時及び
DEX/DHT 共投与時の SGK1 の mRNA 発現の変化を調べた。MDA-MB-231 において、
DEX 単独投与後 24 時間での SGK1 の mRNA 発現は有意に増加したが (p = 0.04)。
DEX/DHT共投与時はコントロールと比して有意な変化は認められなかった（図 12-A）。
AR 導入 HCC38 では、DEX 単独投与後 24 時間での mRNA 発現は有意に増加し (p = 
0.02)、その増加は DHT により抑制された（図 12-B）。48 時間後の mRNA 発現は有意
な変化が認められなかったものの、同様の傾向を示した（図 12-C）。MDA-MB-453 で
は、DEX 単独投与後 24 時間での mRNA 発現は有意に増加し (p = 0.004)、その増加は
DHT により抑制された（図 12-D）。 
 さらに、AR 導入 HCC38 において、IL-8 の mRNA 発現の変化も調べた。DEX 単独
投与後 48 時間での IL-8 の mRNA 発現は有意に減少したが (p = 0.04)、DHT はその変
化に対し影響を与えなかった（図 13—B）。24 時間後の IL-8 の mRNA 発現はコントロ
ールを含めて安定した結果が得られず、各グループの発現のばらつきが大きかった
（実験自体の再現性は認められた）。したがって、24 時間後の IL-8 の発現には有意な
変化が認められなかったと考えられる。なお、24 時間後の各グループ間の IL-8 の
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mRNA 発現は 48 時間後と同様の傾向を示した（図 13-A）。 
 
5.2.5. ヒト乳癌細胞株を用いた実験結果の概要 
 ヒト乳癌細胞株を用いた実験結果の概要を表 9 に示す。特記すべき点は 2 点ある。
一つ目は、MDA-MB-231, HCC38, MDA-MB-453 の 3 種の細胞株において DEX による
細胞遊走能の上昇を認めたことである。二つ目としては、GR/AR 共陽性 TNBC 細胞
株である AR 導入 HCC38 において、DEX による遊走能の上昇を DHT が抑制し、ま
た DEX による SGK1 の mRNA 発現上昇を DHT が抑制した一方、DEX による IL-8 の
mRNA 発現減少に対し DHT は影響を与えなかったことが挙げられる。  
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6. 考察 
 本研究では、まず TNBC 患者の癌組織における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の免疫
組織化学的発現を調べた。その結果 GR の陽性率は 60.3%であった。一方、これまで
TNBC を含む ER 陰性乳癌での GR 陽性率に関しては 0-84%と様々な報告がなされて
いる 10, 19-21, 45)。このように報告された結果にばらつきがみられるのは、抗体や評価法、
カットオフ値、標本の状態、モレキュラーサブタイプ、患者の年齢や人種等の違いに
よると考えられている 19, 28)。また本研究では、既報告と同様に 20, 22, 23)GR の発現は予
後の低下と有意な関係を示したが、GR の発現動態と臨床病理学的因子の間にはいず
れも有意な関係は認められなかった。これまでに GR の発現動態と臨床病理学的因子
との関係に関して報告しているのは Abduljabbar R らのみであり、彼らもまた GR の
発現は予後の低下と有意に関係するが、核異型度の他には有意な関係を有する臨床病
理学的因子を認めないことを報告している 20)。なお彼らの検討では、GR 陽性症例で
は陰性症例と比して核異型度が有意に低いという結果であったが 20)、予後の低下との
関連に関しては触れられていない。 
 続いて、TNBC における GC の作用をさらに探求するために GC 代謝に着目した。
腫瘍内の GC 濃度は、11βHSD1 と 11βHSD2 のバランスにより調整されていることは
よく知られている 27)。11βHSD1 は双方向的な酵素であるが、主に活性型 GC であるコ
ルチゾールまたはコルチコステロンを生成するための酸化還元酵素として作用する
27)。一方、11βHSD2 は一方向性に不活性型の GC を産生するよう作用する 27)。本研究
24
では、11βHSD2 陽性症例では陰性症例と比して組織学的グレードや Ki-67 LI の平均値
が有意に低下することを初めて示すことができた。一方癌細胞における 11βHSD1 の
発現動態と臨床病理学的因子との間に有意な関係は認めなかったことも含めて考え
ると、腫瘍内の活性型 GC 濃度は 11βHSD1 の高発現よりも 11βHSD2 の低発現により
規定されることが示唆された。このように 11βHSD2 が腫瘍局所での活性型 GC 濃度
を規定していると考えると、11βHSD2 陰性症例における悪性度上昇は、活性型 GC と
結合する GR 陽性症例における臨床予後の低下と矛盾しない。しかし、本研究では腫
瘍局所の GC 濃度を実際に測定して酵素の発現と比較したわけではないことから、こ
れら酵素の意義や受容体との関連を明らかにするためにはさらなる検討が必要であ
ると考えられる。 
 GR と AR の相互作用に関しては、これまでに TNBC における報告はなされていな
い。しかし、ER 陰性乳癌においては GR と AR の遺伝子発現の間の相関は弱く（相
関係数 = 0.0338）、AR の発現は GR の予後に影響を与えない可能性が高いと Pan D ら
が報告している 28)。本研究でも GR と AR の発現に有意な関係は認めたもののその相
関係数は低かった（Spearman の相関係数 = 0.2732）。しかし、GR 陽性 TNBC におい
てARの発現は悪性度の低下や予後の上昇と有意に関係すること、またAR陰性TNBC
において GRの発現は予後の低下と有意に関係する一方で AR陽性 TNBCにおいては
それらの間に有意な関係を認めないことが初めて明らかになった。これらの結果より、
GR の作用を AR が妨げるという相互作用の存在が示唆された。 
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 続いてこれらの免疫組織化学的検討の結果をもとに、in vitro の実験を施行した。
GC 応答遺伝子として多くの浸潤関連遺伝子が知られている 23)が、TNBC において GC
が浸潤や遊走を直接誘導するかどうかは知られていない。本研究では、TNBC 細胞株
において DEX が濃度依存性に細胞遊走能を促進させることを初めて明らかにした。
一方で、DEX が細胞増殖能に与える直接的な影響は比較的低いと考えられた。よっ
て TNBC の悪性度に対する GC-GR シグナルの関与を明らかにするために、TNBC に
特異的な応答遺伝子の探求等さらなる研究が必要である。 
GR と AR の相互作用に関しては、MDA-MB-231 及び AR 導入 HCC38 を用いた実験
結果は、アンドロゲンシグナルが GC シグナルによる TNBC の悪性化を抑制するとい
う免疫組織化学の結果と一致していた。しかし MDA-MB-453 における DEX/DHT に
対する細胞遊走能の変化は、同じく GR/AR 共発現細胞株である AR 導入 HCC38 とは
異なるものであった。また同細胞における DHT に対する細胞増殖能の変化も予想と
反するものであったが、これに関しては他にも同様な結果が報告されている 46-49)。こ
のように MDA-MB-453 において特徴的な結果が得られた理由として、報告されてい
る AR と HER2 のクロストーク 49, 50)が関与している可能性が考えられる。これは、AR
の活性化により細胞内で HER2 発現が誘導され、それにより extracellular signal–
regulated kinase がリン酸化されて細胞増殖能が促進されるというものである。これら
のクロストークが細胞遊走能に影響を与えることが示唆されるが、HER2 タイプにお
ける GR と AR の相互作用の解明に関してはさらなる研究が必要である。 
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続いて、TNBC における GR と AR の相互作用機序をさらに明らかにするために、
DEX 単独投与または DEX/DHT 共投与時の SGK1 及び IL-8 の mRNA 発現の変化に着
目した。SGK1 は GR と AR の相互作用の研究に用いられることのある 51)遺伝子のひ
とつである。その結果、GR/AR 共発現細胞株において、SGK1 の mRNA 発現は DEX
単独投与により増加し、その増加は DHT により抑制された。一方 IL-8 の mRNA 発現
は DEX 単独投与により抑制されたが、DHT はその変化に対し影響を与えなかった。
この DEX/DHT 共投与時の発現変化の相違は、GR によるこれらの遺伝子発現調節機
序の相違によるものと考えられる。SGK1 の発現は、GR が GRE に結合することによ
り促進する 43)。一方、IL-8 も GRE を有しているものの、主に GR が Positive transcription 
elongation factor b (P-TEFb) という転写伸長因子と競合してNFκB応答配列 (NFκBRE: 
NFκB response element) に結合することで発現が抑制される 52)。そこで本研究結果と
合わせて考えると、SGK1 では AR が GR と競合して GRE に結合することで GR の作
用を抑制する一方、IL-8 では AR は GR と競合しないために影響を与えなかったこと
が示唆される（図 14）。つまり、標的遺伝子の GRE 依存性の転写レベルにおける GR
と AR の相互作用が、TNBC において GR により促進した遊走能を AR が抑制するこ
とに関与している可能性が考えられる。しかし、GR シグナルの応答遺伝子としてよ
く知られる SGK1 及び IL-8 は、このように GR と AR の相互作用の機序の解明には役
立つが、本研究の他の結果を支持するような機能、すなわち TNBC における遊走能や
悪性度に関わるという機能は知られていない。そこで TNBC における SGK1 及び IL-8
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の機能の探索、及び直接遊走に関与する TNBC 特異的な GR 応答遺伝子の同定が必要
である。また、GR と AR 共通の転写共役因子として nuclear receptor coactivator 1 ら多
くの因子が報告されている 53)。リガンドと結合した AR がこれら転写共役因子との結
合を占めることで、GR による転写作用が抑制されるという機序も考えられる。 
本研究結果を臨床に応用することで、TNBC 患者の化学療法を最適化できる可能性
が期待される。GR アゴニストである DEX は化学療法による嘔気や食欲減退、倦怠感、
アレルギー反応等の副作用を軽減させる効果があるため臨床の現場ではよく使用さ
れている 19, 30, 54, 55)が、一方で骨粗鬆症や消化性潰瘍、糖尿病等の多様な副作用を有す
る 56)薬剤であり、また化学療法による癌細胞のアポトーシスの阻害等により化学療法
耐性を引き起こすことも示されている 30-33)。近年、DEX と GR アンタゴニストである
ミフェプリストンとの併用が化学療法耐性GR陽性TNBC患者における効果的な戦略
として報告されており 10, 23)、これはナブパクリタキセルとミフェプリストンを併用す
るという Phase-I トライアルでも効果は示されている 57)。ナブパクリタキセルは通常
重篤な嘔気や倦怠感、アレルギー反応を引き起こさず、DEX が投与されないことが
多い 57-59)ため問題はないと考えられるが、他の多くの抗癌剤では DEX が前投与され
ることが多く、ミフェプリストン投与により DEX の効果が低下する可能性が危惧さ
れる。すなわち、化学療法の効果を最適化するためにミフェプリストンを投与すると
副作用が重篤化する恐れが生じ、一方有害事象を軽減させるためにミフェプリストン
を投与しなければ化学療法の効果が減少する恐れが生じるため、化学療法の効果と有
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害事象をともにコントロールすることが難しいと考えられる。そこで本研究結果をも
とに、TNBC 患者において GR だけでなく AR の発現も評価し、GR 陽性 AR 陽性症例
では AR アゴニストを投与することで、DEX の効果を軽減させることなく悪性度を低
下させうることが期待される。一方 GR 陽性 AR 陰性症例では、慎重な経過観察また
は DEX の効果が打ち消される可能性も踏まえたうえでの GR アンタゴニストの投与
が望ましいと考えられる（図 15）。なおミフェプリストンは人工妊娠中絶やクッシン
グ病に対して世界的にはよく使用されている薬剤であるが、膣からの多量出血等の重
大な副作用が起きうる 60)ことから本邦では未承認である。一方 AR アゴニストに関し
ては、ダナゾールが子宮内膜症に対して本邦でも使用されているが、血栓症や劇症肝
炎等の重大な副作用が起きうる 61)ため、使用の際には十分な注意が必要と考えられる。
これらの副作用に十分配慮し、適応患者を選定することが今後の課題である。 
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7. 結論 
TNBC 患者において、GC が癌細胞の遊走能を促進させることにより、GR の発現が
予後の低下と関係することを初めて示すことができた。また、この GR の発現による
予後の低下は、AR の発現および作用により改善する可能性が示唆され、今後の臨床
的な検討が期待される。 
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図2. 細胞遊走実験の評価方法 
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図6. GR陰性トリプルネガティブ乳癌症例におけるARの発現動態と臨床病理学的因子及び予後との関係 
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図7. AR陽性トリプルネガティブ乳癌症例におけるGRの発現動態と臨床病理学的因子及び予後との関係 
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図8. AR陰性トリプルネガティブ乳癌症例におけるGRの発現動態と臨床病理学的因子及び予後との関係 
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図11. 乳癌細胞株におけるDEX及びDEX/DHTが細胞遊走能に及ぼす影響 
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A B 
52
図14. 本研究結果から示唆されるトリプルネガティブ乳癌におけるGRとARの相互作用機序  
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図15. 本研究結果から考えられるトリプルネガティブ乳癌の治療戦略 
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図の説明 
図 1. グルココルチコイドの合成及び作用機序の概略図 
A. グルココルチコイド (GC) の合成の概略図。GC はコレステロールから合成され、
11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1 (11βHSD1) 及び 11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ
2 (11βHSD2) により活性型 GC（コルチゾール）及び不活性型 GC（コルチゾン）に変
換される。またアンドロゲンもコレステロールから合成される。B. グルココルチコ
イド (GC) の作用機序の概略図。GC は主に、GC 受容体 (GR) と結合して二量体を
形成し、標的遺伝子の GC 応答配列 (GRE) に結合することで転写を促進する。また
アンドロゲンも同様に、アンドロゲン―アンドロゲン受容体 (AR) 複合体が二量体を
形成してアンドロゲン応答配列 (ARE) に結合することで作用する。 
 
図 2. 細胞遊走実験の評価方法 
インサート除去後 20 時間時点での間隙の長さの変化率を 9 ヶ所（全体を 3 視野にわ
け、各々3 ヶ所）で測定して、平均値及び標準偏差を算出した。図は 1 視野あたりの
平均値の求め方を示す。 
 
図 3. トリプルネガティブ乳癌組織における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の免疫組織 
化学  
トリプルネガティブ乳癌組織を用いて GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 のタンパク発現を
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免疫組織化学にて解析した（倍率: ×200）。スケールバー: 50μm 
 
図 4. トリプルネガティブ乳癌症例における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 の発現動態 
と予後との関係 
GR の発現動態と無病生存率 (A) 及び全生存率 (B) との関係、AR の発現動態と無 
病生存率(C) 及び全生存率 (D)との関係、11βHSD1 の発現動態と無病生存率 (E) 及 
び全生存率 (F) との関係、11βHSD2 の発現動態と無病生存率 (G) 及び全生存率 (H)  
との関係を Kaplan-Meyer 法により解析した。 
 
図 5. GR 陽性トリプルネガティブ乳癌症例における AR の発現動態と臨床病理学的 
因子及び予後との関係 
GR 陽性トリプルネガティブ乳癌症例における、AR の発現動態と組織学的グレード 
(A) 及び Ki-67 labeling index (LI) (B), 無病生存率 (C) との関係を検討した。 
 
図 6. GR 陰性トリプルネガティブ乳癌症例における AR の発現動態と臨床病理学的 
因子及び予後との関係 
GR 陰性トリプルネガティブ乳癌症例における、AR の発現動態と組織学的グレード 
(A) 及び Ki-67 labeling index (LI) (B), 無病生存率 (C) との関係を検討した。 
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図 7. AR 陽性トリプルネガティブ乳癌症例における GR の発現動態と臨床病理学的 
因子及び予後との関係 
AR 陽性トリプルネガティブ乳癌症例における、GR の発現動態と組織学的グレード 
(A) 及び Ki-67 labeling index (LI) (B), 無病生存率 (C) との関係を検討した。 
 
図 8. AR 陰性トリプルネガティブ乳癌症例における GR の発現動態と臨床病理学的 
因子及び予後との関係 
AR 陰性トリプルネガティブ乳癌症例における、GR の発現動態と組織学的グレード 
(A) 及び Ki-67 labeling index (LI) (B), 無病生存率 (C) との関係を検討した。 
 
図 9. 乳癌細胞株における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2 等の mRNA 及びタンパクの 
発現 
5種の乳癌細胞株におけるGR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2のmRNA発現 (A) 及びタンパ
ク発現 (B) を各々定量的リアルタイム PCR 及びウェスタンブロッティングにより検
討した。NCI-H295R は 11βHSD1 の陽性コントロールとして用いた。また、AR 導入
後 24 時間での HCC38 における AR のタンパク発現 (C) 、及び MDA-MB-453 におけ
る HER2 のタンパク発現 (D) を確認した。定量的リアルタイム PCR では RPL13A を
内因性コントロールとして用い、各々3 サンプルの定量値の平均値及び標準偏差を算
出した。またウェスタンブロッティングにおける内因性コントロールにはいずれも
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β-actin を用いた。 
 
図 10. 乳癌細胞株における DEX 及び DHT が細胞増殖能に及ぼす影響 
MDA-MB-231 におけるデキサメサゾン (DEX) (A) 及びジヒドロテストステロン 
(DHT) (B) 単独投与時の細胞増殖能の変化、HCC38 における DEX (C) 単独投与時の
細胞増殖能の変化、MDA-MB-453 における DEX (D) 及び DHT (E) 単独投与時の細胞
増殖能の変化を、WST8 assay を用いて検討した。各々6 サンプルの吸光度の平均値及
び標準偏差を算出した。* p < 0.05  
 
図 11. 乳癌細胞株における DEX 及び DEX/DHT が細胞遊走能に及ぼす影響 
MDA-MB-231におけるデキサメサゾン (DEX) 単独投与 (A) 及びDEX/ジヒドロテス
トステロン (DHT) 共投与 (B) 時の細胞遊走能の変化、AR導入HCC38におけるDEX
単独投与 (C) 及び DEX/DHT 共投与 (D) 時の細胞遊走能の変化、MDA-MB-453 にお
ける DEX 単独投与 (E) 及び DEX/DHT 共投与 (F) 時の細胞遊走能の変化を、wound 
healing assay を用いて検討した。3 視野にわけて各々3 ヶ所の細胞間隙の変化率の平均
値及び標準偏差を算出した。* p < 0.05  
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図 12. 乳癌細胞株における DEX 及び DEX/DHT が SGK1 の mRNA 発現に及ぼす 
   影響 
MDA-MB-231 におけるデキサメサゾン (DEX) 単独投与及び DEX/ジヒドロテストス
テロン (DHT) 共投与後 24 時間での SGK1 の mRNA発現の変化 (A)、AR 導入 HCC38
における DEX 単独投与及び DEX/DHT 共投与後 24 時間 (B) 及び 48 時間 (C) での
SGK1 の mRNA 発現の変化、MDA-MB-453 における DEX 単独投与及び DEX/DHT 共
投与後 24 時間での SGK1 の mRNA 発現 (D) の変化を検討した。コントロールの
mRNA 発現量を 1 とし、それと比較した各々のサンプルの mRNA 量を示す。いずれ
も 3 サンプルの平均値と標準偏差を算出した。* p < 0.05  
 
図 13. AR 導入 HCC38 における DEX 及び DEX/DHT が IL-8 の mRNA 発現に 
及ぼす影響 
AR 導入 HCC38 におけるデキサメサゾン (DEX) 単独投与及び DEX/ジヒドロテスト
ステロン (DHT) 共投与後 24時間 (A) 及び 48時間 (B) での IL-8のmRNA発現の変
化を検討した。コントロールの mRNA 発現量を 1 とし、それと比較した各々のサン
プルの mRNA 量を示す。いずれも 3 サンプルの平均値と標準偏差を算出した。 
* p < 0.05  
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図 14. 本研究結果から示唆されるトリプルネガティブ乳癌におけるGRとARの相互
作用機序 
SGK1 は GR がグルココルチコイド応答配列（GRE）に結合することで発現が促進さ
れる一方、IL-8はGRがNFκB応答配列 (NFκBRE) に結合している poitive transcription 
elongation factor b (P-TEFb) と競合することで発現が抑制される。本研究においてデキ
サメサゾン (DEX) 及びジヒドロテストステロン (DHT) を共投与した際の SGK1 及
び IL-8 の mRNA 発現の変化から、SGK1 では AR が GR と競合して GRE に結合する
ことで DEX の作用が抑制される一方、IL-8 では AR は NFκBRE には結合しないため
に DEX の作用に影響を及ぼさなかったと考えられる。 
 
図 15. 本研究結果から考えられるトリプルネガティブ乳癌の治療戦略 
化学療法抵抗性 GR 陽性トリプルネガティブ乳癌患者における治療戦略として、GR
アンタゴニスト投与の有効性が in vivo及び randomized Phase I trialで示されているが、
GR アンタゴニスト投与により化学療法時に前投与されるデキサメサゾン (DEX) の
効果が打ち消される可能性が危惧される。そこで本研究結果をふまえ、GR 陽性 AR
陽性トリプルネガティブ乳癌患者に対しては AR アゴニストを投与することで、DEX
の効果を打ち消すことなく悪性度を低下させ予後の改善につながる可能性が考えら
れる。  
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10. 表 
表 1. 本研究で用いたトリプルネガティブ乳癌症例の臨床病理学的特徴 
 トリプルネガティブ乳癌組織 (n=131) 
年齢（歳） 57.4±1.2 
腫瘍径 (mm)  
 ≤ 20 74 (56.9%) 
 > 20 56 (43.1%) 
リンパ節転移  
なし 74 (57.8%) 
 あり 54 (42.2%) 
pStage  
 I 50 (39.4%) 
 II 60 (47.2%) 
 III 17 (13.4%) 
組織学的グレード  
I/II 44 (33.6%) 
III 87 (66.4%) 
リンパ管侵襲   
 なし 75 (57.3%) 
 あり 56 (42.7%) 
Ki-67 LI (%) 38.4±2.0 
年齢及び Ki-67 LI は平均±標準誤差として示した。 
pStage: Pathological stage（病理病期） 
LI: Labeling index 
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表 2. 本研究で用いた一次抗体 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
11βHSD1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
IHC: Immunohistochemistry (免疫組織化学) 
WB: Western blotting (ウェスタンブロッティング)  
抗原                  クローン 抗体の種類 メーカー 手法 希釈倍率 
GR 
 
D6H2L 
 
ラビット 
モノクローナル 
Cell Signaling technologies 
(Danvers, MA, USA) 
IHC 
WB 
1:400 
1:1000 
AR 
 
AR441 
 
マウス 
モノクローナル 
Dako                         
(Carpenteria, CA, USA) 
IHC 
WB 
1:50 
1:250 
11βHSD1 
 
EP9406(2) 
 
ラビット 
モノクローナル 
Abcam                    
(Cambridge, MA, USA) 
IHC 
WB 
1:200 
1:500 
11βHSD2 
   
ラビット 
ポリクローナル 
Dr. Z. Krozowski より寄贈 
 
IHC 
 
1:150 
 
11βHSD2 
  
C-9 
 
マウス 
モノクローナル 
Santa Cruz Biotechnology 
(Dallas, TX, USA) 
WB 
 
1:500 
Ki-67 
 
MIB1 
 
マウス 
モノクローナル 
Dako 
 
IHC 
 
1:100 
β-actin 
 
2D4H5 
 
マウス 
モノクローナル 
Proteintech                   
(Rosemont, IL, USA) 
WB 
 
1:5000 
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表 3. 本研究で用いた乳癌細胞株 
細胞名 サブタイプ メーカー 
MDA-MB-231 
 
トリプルネガティブ ATCC 
 ( Manassas, VA, USA) 
HCC38 
 
トリプルネガティブ ATCC 
 
MFM-223 
 
トリプルネガティブ Cell Bank Australia 
 (Westmead, NSW, Australia) 
SUM185PE 
 
トリプルネガティブ Asterand 
 (Detroit, MI, USA) 
MDA-MB-453 
 
HER2 陽性 ER 陰性 ATCC 
 
ATCC: American Type Culture Collection 
  
63
 
表 4. 本研究で用いたプライマー  
プライマー名 配列 (5’→3’) 
GR 
 
Forward                                                                  AGT GGT TAA AAT CTC CTT AAC TAT TGC T 
Reverse GGT ATC TGA TTG GTG ATG ATT TCA GCT A 
AR 
 
Forward                                                            GTC AAA AGC GAA ATG GGC CCC
Reverse CTT CTG GGT TGT CTC CTC AGT 
11βHSD1 
 
Forward                                       TGT TCG AAA TCT TGA GGT TCT CTC T 
Reverse GTA GTA GGC CAT GAA GAG CCC 
11βHSD2 
 
Forward        TGC TTC AAG ACA GAG TCA GTG 
Reverse       GGC ATC TAC AAC TGG GGT GA 
SGK1 
 
Forward        AGG GCA GTT TTG GAA AGG TT 
Reverse           CTG TAA AAC TTT GAC TGC ATA GAA CA 
IL-8 
 
Forward        AGG AGT GCT AAA GAA CTT AGA TGT CAG TGC 
Reverse           GTG GTC CAC TCT CAA TCA CTC TCA GTT C 
RPL13A 
 
Forward     CCT GGA GGA GAA GAG GAA AG 
Reverse     TTG AGG ACC TCT GTG TAT TT 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
11βHSD1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
SGK1: Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1 
RPL13A: Ribosomal protein L 13a  
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表 5. トリプルネガティブ乳癌組織における GR, AR, 11βHSD1, 11βHSD2の H-score/modified H-score  
  GR AR 11βHSD1 11βHSD2 
中央値 20 2 101.5 9.25 
最小値-最大値 0-220 0-270 3-256.25 3-256.25 
陽性症例数 (%) 79 (60.3%) 48 (36.6%) 117 (89.3%) 62 (47.3%) 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
11βHSD1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
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表 6. トリプルネガティブ乳癌症例における GR, AR の発現と臨床病理学的因子との関係  
  GR AR 
  陰性 陽性 p 値 陰性 陽性 p 値 
年齢（歳） 57.0±2.0 57.6±1.6 0.80 54.7±1.5 62.0±2.0 0.003 
腫瘍径 (mm) 
      
 ≤ 20 27 (20.8%) 47 (36.2%) 0.34 47 (36.2%) 27 (20.8%) 0.92 
 > 20 25 (19.2%) 31 (23.9%)  36 (27.7%) 20 (15.4%)  
リンパ節転移 
      
 なし 31 (24.2%) 43 (33.6%) 0.44 49 (38.3%) 25 (19.5%) 0.42 
 あり 19 (14.8%) 35 (27.3%)  32 (25.0%) 22 (17.2%)  
pStage 
      
 I 21 (16.5%) 29 (22.8%) 0.59 34 (26.8%) 16 (12.6%) 0.23 
  II 21 (16.5%) 39 (30.7%)  34 (26.8%) 26 (20.5%)  
  III 8 (6.3%) 9 (7.1%) 
 
13 (10.2%) 4 (3.2%) 
 
組織学的グレード 
      
 I/ II 18 (13.7%) 26 (19.9%) 0.83 17 (13.0%) 27 (20.6%) <0.0001 
 III 34 (26.0%) 53 (40.5%)  66 (50.4%) 21 (16.0%)  
リンパ管侵襲 
      
 なし 26 (19.9%) 49 (37.4%) 0.17 45 (34.4%) 30 (22.9%) 0.35 
 あり 26 (19.9%) 30 (22.9%)  38 (29.0%) 18 (13.7%)  
Ki-67 LI (%) 37.7±3.1 38.9±2.5 0.76 42.9±2.4 30.6±3.1 0.002 
GR 
      
 陰性 
   
40 (30.5%) 12 (9.2%) 0.008 
 陽性 
   
43 (32.8%) 36 (27.5%)  
年齢及び Ki-67 LI は平均±標準誤差として示した。 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
pStage: Pathological stage（病理病期） 
LI: Labeling index 
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表 7. トリプルネガティブ乳癌症例における 11βHSD1, 11βHSD2の発現と臨床病理学的因子との関係 
  11βHSD1  11βHSD2  
  陰性 陽性 p 値 陰性 陽性 p 値 
年齢（歳） 56.6±3.7 57.5±1.3 0.81 55.8±1.7 59.1±1.8 0.18 
腫瘍径 (mm) 
      
 ≤ 20 8 (6.2%) 66 (50.8%) 0.98 39 (30.0%) 35 (26.9%) 0.91 
 > 20 6 (4.6%) 50 (38.5%)  29 (22.3%) 27 (20.8%)  
リンパ節転移 
      
 なし 6 (4.7%) 68 (53.1%) 0.22 42 (32.8%) 32 (25.0%) 0.16 
 あり 8 (6.3%) 46 (35.9%)  24 (18.8%) 30 (23.4%)  
pStage 
      
 I 4 (3.2%) 46 (36.2%) 0.66 27 (21.3%) 23 (18.1%) 0.82 
 II 8 (6.3%) 52 (40.9%)  29 (22.8%) 31 (24.4%)  
 III 2 (1.6%) 15 (11.8%)  9 (7.1%) 8 (6.3%)  
組織学的グレード 
      
 I/ II 7 (5.3%) 37 (28.2%) 0.16 17 (13.0%) 27 (20.6%) 0.02 
 III 7 (5.3%) 80 (61.1%)  52 (39.7%) 35 (26.7%)  
リンパ管侵襲  
      
 なし 8 (6.1%) 67 (51.2%) 0.99 44 (33.6%) 31 (23.7%) 0.11 
 あり 6 (4.6%) 50 (38.2%)  25 (19.1%) 31 (23.7%)  
Ki-67 LI (%) 36.4±6.0 38.7±2.1 0.72 42.6±2.6 33.7±2.8 0.02 
GR  
      
 陰性 6 (4.6%) 46 (35.1%) 0.79 29 (22.1%) 23 (17.6%) 0.56 
 陽性 8 (6.1%) 71 (54.2%)  40 (30.5%) 39 (29.8%)  
AR  
      
 陰性 9 (6.9%) 74 (56.5%) 0.93 50 (38.2%) 33 (25.2%) 0.02 
 陽性 5 (3.8%) 43 (32.8%)  19 (14.5%) 29 (22.1%)  
11βHSD1  
      
 陰性 
   
9 (6.9%) 5 (3.8%) 0.35 
 陽性 
   
60 (45.8%) 57 (43.5%)  
年齢及び Ki-67 LI は平均±標準誤差として示した。 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
11βHSD1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
pStage: Pathological stage（病理病期） LI: Labeling index 
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表 8. ヒト乳癌組織を用いた実験結果の概要 
 GR AR 11βHSD1 11βHSD2 GR/AR 
組織学的 
グレード 
有意な関係 
なし 
AR 陽性は 
AR陰性に比べ 
低い 
有意な関係
なし 
11βHSD2 陽性は 
11βHSD2 陰性に比べ
低い 
GR 陽性/AR 陽性は 
GR 陽性/AR 陰性に比べ 
低い 
Ki-67 LI 有意な関係 
なし 
AR 陽性は 
AR陰性に比べ 
低い 
有意な関係
なし 
11βHSD2 陽性は 
11βHSD2 陰性に比べ
低い 
GR 陽性/AR 陽性は 
GR 陽性/AR 陰性に比べ 
低い 
無病生存率 GR 陽性は 
GR陰性に比べ 
予後不良 
有意な関係 
なし 
有意な関係
なし 
有意な関係 
なし 
GR 陽性/AR 陽性は 
GR 陽性/AR 陰性に比べ 
予後良好 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
11βHSD1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 1） 
11βHSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2（11β ヒドロキシ脱水素酵素タイプ 2） 
LI: Labeling index 
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表 9. ヒト乳癌細胞株を用いた実験結果の概要 
細胞株 性質 増殖能 遊走能 GC 応答遺伝子 
SGK1 IL-8 
DEX に 
よる影響 
DEX に 
よる影響 
DEX による変化
に対し DHT が 
与える影響 
DEX に 
よる影響 
DEX による変化
に対し DHT が 
与える影響 
DEX に 
よる影響 
DEX による変化
に対し DHT が 
与える影響 
MDA-MB-231 GR+AR± 
TNBC 
           
 
 
HCC38 GR+AR± 
TNBC 
       
AR 導入
HCC38 
GR+AR+ 
TNBC 
       
MDA-MB-453 GR+AR+ 
HER2+ 
       
GC: Glucocorticoid（グルココルチコイド） 
SGK1: Serum and glucocorticoid-regulated kinase-1  
IL-8: Interleukin-8 
DEX: Dexamethasone（デキサメサゾン） 
DHT: Dihydrotestosterone（ジヒドロテストステロン） 
GR: Glucocorticoid receptor（グルココルチコイド受容体） 
AR: Androgen receptor（アンドロゲン受容体） 
HER2: Human epidermal growth factor receptor 2（ヒト上皮増殖因子受容体 2 型） 
TNBC: Triple-negative breast cancer（トリプルネガティブ乳癌） 
  
⇩ 
⇨ ― ― 
― ― ― ― ― ― 
― 
― ― 
⇧ ⇧ ⇧ 
⇧ ⇧ 
⇧ ⇧ ⇧ 
⇨ 
⇨ 
⇨ 
⇨ 
⇩ ⇩ 
⇩ 
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